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基础 研究 


石 蘑 碱 对 肾 癌 细胞 ACHN 具有 明显 的 抗 肿 瘤 作用 


黄 义 强 , 张 一 鸣 , 金 中 , 李 协 照 , 王 棠 山 , 许 凯 , 黄 鹏 , 刘 春 晓 
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摘要 :目的 探讨 石 蒜 碱 对 肾 癌 细胞 ACHN 的 作用 及 可 能 机 制 。 方 法 流 式 细胞 仪 分 析 石 蒜 碱 对 ACHN 细胞 周期 及 凋 亡 的 影 
响 ;MTS 检测 石 藉 碱 对 ACHN 细胞 增殖 的 作用 ; 划 痕 实验 .Transwell 实 验 检测 石 藉 碱 对 ACHN 细胞 迁移 .侵袭 能 力 的 影响 ;平板 
克隆 形成 检测 石 蒜 碱 对 ACHN 细 胞 集落 形成 能 力 的 影响 ;qRTPCR 分 析 基 因 转 录 的 变化 ; Western blotting 分 析 和 蛋白 表达 水 平 的 
变化 。 结 果 石 蒜 碱 对 ACHN 半数 抑制 浓度 为 24.34 nmolL。 石 蒜 碱 能 将 肾 癌 ACHN 细胞 剂量 依赖 性 阻 滞 于 GwG1 期 (P< 
0.01) ;与 正常 对 照 组 相 比 ,5 hmol/ 石 藉 碱 即 能 诱导 ACHN 细胞 凋 亡 (P<0.01) .抑制 ACHN 细胞 增殖 (P<0.01) ;处 理 后 ACHN 
细胞 迁移 能 力 (P<0.01) .侵袭 能 力 (P<0.01) 显 著 下 降 .集落 形成 能 力 亦 呈 剂量 依赖 性 降低 。qRTPCR 及 Western blotting 显 
示 5 hmolL 的 石 蒜 碱 即 能 在 基因 及 和 蛋白 水 平 上 调 CDK4 ,Bax 表达 ,而 下 调 CyclinD1.Bcl-2 .Survivin 的 表达 ;caspase-3 基因 表 
达 增 加 ,caspase-3 蛋白 水 平 变化 却 不 甚 明显 。 结 论 石 蒜 碱 对 肾 癌 ACHN 细胞 具有 明显 的 抗 肿瘤 效应 ,该 药 可 为 肾 瘤 的 治疗 提 
供 新 思路 。 
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Antitumor activity of lycorine in renal cell carcinoma ACHN cell line and its mechanism 
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Abstract: Objective To investigate the antitumor effect of lycorine on renal cell carcinoma ACHN cells and explore the possible 
mechanism. Methods We used flow cytometry to examine the effect of lycorine on ACHN cell cycle and apoptosis. The cell 
proliferation, migration and invasion were assessed with MTS assay, wound healing assay and Transwell assay, respectively. 
Colony forming assay was performed, and the mRNA and protein levels of Bax, Bcl-2, survivin, caspase-3, cyclin D1 and 
CDK4 were measured with qRT-PCR and Western blotting. Results Lycorine obviously inhibited the proliferation of ACHN 
cells with an ICa of 24.34 umol/L. Lycorine also induced apoptosis of ACHN cells, caused cell cycle arrest at GwG phase, and 
suppressed the colony forming ability of the cells in a dose-dependent manner. The migration and invasion of ACHN cells 
were significantly inhibited by 5 hmolL lycorine. Lycorine up-regulated the mRNA levels of CDK4, Bax, caspase-3 while 
down-regulated the levels of survivin, Bcl-2 and Cyclin D1; the protein levels of CDK4 and Bax were increased and cyclin D1, 
Bcl-2 and surviving expressions were decreased, but caspase-3 expression showed no significant changes following the 
treatment. Conclusion Lycorine has obvious antitumor effect against ACHN cells, suggesting its value as a new therapeutic 
agent for renal cell carcinoma. 
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肾 癌 是 泌尿 系统 最 常见 的 恶性 肿瘤 之 一 ,男女 发 病 ”” 卵 集 癌 前 列 腺 癌 等 肿瘤 细胞 具有 抑制 增殖 及 促 凋 
率 约 为 2:1, 在 美国 成 人 泌尿 生殖 系 肿瘤 中 发 病 率 仅 次 ”” 亡 作用 。 目 前 , 石 某 碱 对 肾 癌 细胞 的 作用 及 其 可 能 机 制 
于 膀胱 痛 , 约 占 成 人 肿瘤 3%"。 在 我 国 约 占 成 人 肿瘤 的 。 ”未 见 相 关 报 道 。 本 人 研究 探索 了 石 苇 碱 对 转移 性 肾 癌 细 
2~3% ,上 且 由 于 环境 因素 的 改变 .腹部 放射 线 检查 增多 等 ” 胞 ACHN 的 细胞 功能 学 影响 ,并 在 基因 及 和 蛋白 水 平 对 
因素 ,其 发 病 率 有 逐年 增高 趋势 "。 与 其 它 恶 性 肿瘤 相 ”其 作用 机 制 进行 了 进一步 探索 ,在 肾 癌 的 新 药 人 研究 及 新 
比 , 肾 癌 对 放 、 化 疗 均 不 敏感 ,报道 的 有 效率 不 及 10%。 ”治疗 靶 点 寻找 方面 具有 重要 意义 。 

石 蒜 碱 (Lycorine) 是 从 我 国 广泛 分 布 的 多 年 生 草本 植 

物 石 蒜 鳞茎 中 分 离 出 的 一 种 化 学 单 体 ,属于 异 唑 啉 类 ”1.1 材料 和 方法 

(Isoquinoline) 生 物 碱 。 民 道 , 石 蒜 碱 及 其 衍生 物 1.1 材料 

对 白血病 "多 发 性 骨髓 冶 “、 脑 胶 质 瘤 "黑色 素 瘤 、 人 肾 癌 ACHN 细胞 株 购 自 上 海中 国 科学 院 细 胞 
库 。 石 蒜 碱 (Lycorine, 纯度 =>=98% ) 购 自 上 海源 叶 生 

"> 物 科技 有 限 公 司 。RPMI 1640 培 养 基 (Gibco) .0.25% 
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盒 ( Takara, 日 本 ) 均 购 自 广州 永 津 生物 科技 有 限 公司 。 
qRT-PCR 引物 由 上 海 生 工 公司 合成 ,抗体 购 自 CST 公 
司 .Abcam 公 司 。 
1.2 实验 方法 
1.2.1 细胞 培养 ACHN 细胞 以 RPMI 1640 培 养 基 ( 含 
50x10?U/L 青霉素 .30 mg 工 链 霉 素 )+10%FBS, 于 5% 
CO, 培 养 箱 中 培养 ,每 3~4 d 换 液 传代 1 次 。 
1.2.2 石 藉 碱 溶液 配制 石 某 碱 用 二 甲 基 亚 磺 (DMSO) 
配 成 100 nmolL 的 母液 ,-80 JC 储存 备用 。 使 用 前 用 含 
10% 胎 牛 清 的 RPMI 1640 培 养 液 配 成 不 同 浓度 的 工作 
液 。 加 药 前 用 0.22 hm 滤 膜 过 滤 除 菌 ,DMSO 与 培养 基 
的 体积 比 不 超过 0.1%。 
1.2.3 ICso 测 定 取 对 数 生长 期 的 细胞 ,调整 细胞 密度 为 
5x10' 个 /mL, 按 每 孔 100 hL 接种 于 96 孔 板 ,放置 于 
37 % .5%CO:; 的 培养 箱 中 过 夜 培养 。 待 细胞 由 壁 生长 
后 ,加 入 不 同 浓度 (0.0.05 .0.125 .0.25 .0.625、1.25、2.5、 
5、10、20、50、100 hmoyL) 的 石 蒜 碱 。 培 养 48 Ph 后 ,每 孔 
加 入 MTS 20 hnL ,放置 于 37 % .5% CO, 培 养 箱 中 孵育 
1h, 用 酶 标 仪 在 490 nm 处 测定 A 值 ,每 组 设 5 个 复 孔 。 
抑制 率 =[1-( 加 药 组 平均 A 值 一 空白 组 平均 值 )/( 正 常 对 
照 组 平均 A 值 一 空白 组 平均 A 值 )]jx100%。 
1.2.4 流 式 细 胞 仪 测 细 胞 凋 亡 及 周期 取 对 数 生长 期 的 
细胞 , 制 成 单 细胞 悬 液 ,调整 细胞 密度 为 3x10; mL, 接 
种 细胞 到 6 孔 板 内 , 放 和 37 % ,5% CO, 培 养 箱 培养 过 
夜 , 待 其 长 至 50% 汇 合 度 时 取出 6 孔 板 , 吸 尽 培养 液 , 依 
次 加 入 预先 配制 好 的 浓度 分 别 为 0.1.5.25 pmol/L 的 石 
蒜 碱 溶液 2 mL 于 准备 处 理 的 细胞 中 ,培养 24 h 后 ,收集 
细胞 及 其 上 清 液 ,用 凋 亡 试剂 盒 进 行 处 理 , 并 进行 流 式 
检测 。 
1.2.5 增殖 实验 取 对 数 生长 期 的 细胞 ,调整 细胞 密度 
并 接种 到 96 孔 板 , 使 达到 2x10: 个 / 孔 。 设 空白 组 和 石 基 
碱 处 理 组 ,每 组 5 个 复 孔 。 放 人 37 % .35% CO; 的 培养 箱 
培养 , 贴 壁 后 换 液 并 对 石 藉 碱 组 加 药 处 理 。 分 别 于 加 药 
后 0、24、48、72h 各 时 间 点 加 入 20 pL MTS ,37 % 铸 育 
1h 后 酶 标 仪 测 490 nm 处 A 值 。 
1.2.6 迁移 及 侵袭 实验 用 记号 笔 在 6 孔 板 底 做 记号 ,用 
中 枪 头 在 长 满 细 胞 的 6 孔 板 中 划 痕 ,并 于 划 痕 后 换 液 
(处 理 组 加 药 )。 分 别 在 划 痕 后 12.24.36pP 拍 照 ,用 
Image-Pro Plus 6.0 计 算 不 同时 间 点 划 痕 宽度 。 实 验 设 
3 个 复 孔 。 

取 对 数 生 长 期 细胞 , 设 空 白 组 和 石 藉 碱 组 (5 hmol/D)， 
无 血清 培养 基 培 养 12 h 后 ( 石 藉 碱 组 加 0.5 umol/L 预 
处 理 ) 胰 酶 消化 制 成 单 细胞 悬 液 ,调整 细胞 数 为 1.5x 
107mL。 将 4 % 过 夜 融化 的 基质 胶 稀 释 后 加 入 Transwell 
小 室 ,37 %C 温 育 30 min, 取 200hL 细胞 悬 液 加 入 小 室 ， 
并 避免 产生 气泡 (迁移 实验 则 不 加 基质 胶 )。24 孔 板 相 
应 孔 加 入 600 kL 含 15%FBS 的 RPMI 1640, 培 养 48h 


后 终止 。PBS 洗 小 室 2 馆 ,棉签 拭 去 残留 基质 腕 。 先 将 
小 室 置 4% 多 聚 甲 醛 溶液 固定 15 min, 再 放 入 0.1% 结 晶 
紫 染 色 液 染色 20 min, 最 后 以 PBS 清洗 小 室内 和 底部 残 
留 染色 液 , 晾 干 后 于 倒置 显微镜 下 观察 拍照 ,并 采用 人 
工 计 数 法 , 取 4 个 随机 视野 统计 细胞 数 。 

1.2.7 平板 克隆 实验 取 对 数 生长 期 细胞 ,以 200/ 孔 的 
密度 接种 到 6 孔 板 中 。 待 细胞 贴 壁 后 换 液 并 按 正常 对 
照 组 .5 hmolL 石 蒜 碱 组 加 药 处 理 , 静 置 生长 10 d 后 终 
止 培养 。 用 PBS 绥 慢 清洗 2 遍 后 加 入 4% 多 聚 甲醛 固定 
10 min, 加 入 0.1% 结 唱 紫 染色 15 min, 吸 去 染色 液 , 风 
于 并 拍照 。 人 工 计 数 法 计数 细胞 数 大 于 50 个 的 集落 。 
1.2.8 qRT-PCR 用 TRIzol 裂解 实 验 组 及 对 照 组 细胞 ， 
提取 总 RNA。 按 照 Takara 首 转录 试剂 盒 说 明 配 制 反 应 
液 , 先 去 除 原 有 基因 组 ,反应 参数 :42 % ,2 min 一 4 %C; 
再 合成 cDNA, 反 应 参数 :37 % ,15 min 一 85 %C ,5 S 一 
4%。 在 EcoTM illumina Real-Time PCR System( 美 国 
Eco 公司 ) 反 应 仪 进行 反应 ,引物 见 表 1。 循 环 参数 : 
95 % 10 min 激活 相关 酶 ;再 按 95 %C 15s,60 %C 60 s 进 
行 40 个 循环 ;最 后 按 95 % 15 s,55 %C 40 s, 最 后 95 CC 
15 s 结 束 反 应 。GAPDH 为 内 对 照 , 用 2^ 法 分 析 实 验 


士 四 
结果 。 


表 1 实时 荧光 定量 PCR 引物 序列 
Tab.1 Primer sequences for qRT-PCR 


Target Primer sequence (5'-3') 


Reverse Primer AAGTCTGGCTCGTTCTCAGTG 
Reverse Primer AAGTCTGGCTCGTTCTCAGTG 


Survivin/BIRC5 


Forward Primer GGTGGGGTCATGTGTGTGG 


BCL2 
Reverse Primer CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC 
BN Forward Primer CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG 
Reverse Primer CCAGCCCATGATGGTTCTGAT 
CyclinD1/ Forward Primer GCTGCGAAGTGGAAACCATC 
CCND1 Reverse Primer CCTCCTTCTGCACACATTTGAA 
i Forward Primer GGGGACCTAGAGCAACTTACT 
Reverse Primer CAGCGCAGTCCTTCCAAAT 
Forward Primer CATGGAAGCGAATCAATGGACT 
CASP3 
Reverse Primer CTGTACCAGACCGAGATGTCA 
Forward Primer TGAACGGGAAGCTCACTGG 
GAPDH 


Reverse Primer GCTTCACCACCTTCTTGATGTC 


1.2.9 Western blotting 将 6 孔 板 各 孔 用 PBS 清洗 2 遍 ， 
每 孔 加 入 150 咏 裂 解 液 (RIPA: 和 蛋白酶 抑制 剂 =4: 1) , 冰 
上 水 平 放置 30 min, 用 刊 匙 刊 取 收集 各 孔 裂 解 后 混合 
液 ,4% ,12 000 r/min 离心 30 min, 取 上 清 , 用 BCA 重 
白 定 量 法 测定 各 标本 蛋白 含量 ,加 5x 上 样 缓冲 液 ， 
95 C5 min, 置 -80 保存 备用 。 每 泳 道 取 上 述 各 标本 
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50 hg 进行 常规 8%~12% 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 , 转 膜 ， 
BSA 封闭 ,然后 依次 进行 一 抗 和 二 抗 反应 ,免疫 化 学 发 
光 显 色 。B-actin 作 为 内 对 照 。 

1.2.10 统计 方法 计量 资料 用 均 数 + 标 准 差 表示 ,统计 
方法 选用 i 检验 或 x 检验。 计数 资料 比较 采用 x 检验 。 
相关 性 检验 采用 Pearson 法 。 数 据 采 用 GraphPad 
Prism 6 软件 处 理 , 所 有 检验 均 为 双 侧 检验 ,P<0.05 被 认 
为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 石 藉 碱 对 ACHN 形 态 及 生长 的 影响 

石 苞 碱 对 ACHN 细胞 的 半数 抑制 浓度 为 24.34 
hmol/L。 培养 24 h 即 发 现 5 nmolL 的 石 蒜 碱 即 能 改变 
细胞 正常 形态 ,抑制 凤 癌 细胞 ACHN 生 长 。 
2.2 五 蒜 碱 能 阻 滞 ACHN 细胞 周期 诱导 ACHN 细胞 
凋 亡 

3 个 浓度 石 车 碱 均 能 诱导 ACHN 细 胞 凋 记 ,1 pmol/L 
石 东 碱 处 理 组 与 正常 对 照 组 比较 ,无 统计 学 意义 (P> 
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0.05);5 nmolL.25 hmolL 石 蒜 碱 处 理 组 与 正常 对 照 组 相 
比 均 有 统计 学 意义 (5 pmol/L vs NC,P<0.05;25 hmol/L 
vs NC,P<0.01, 图 1A)。 诱导 凋 亡 细胞 比例 与 石 某 碱 浓 
度 呈 剂量 依赖 关系 (r=0.988,P<0.05)。 各 浓度 石 蒜 碱 
处 理 后 ACHN 细胞 G1/Go 期 和 S 期 比例 均 发 生 改 变 (P< 
0.01, 图 1B)。 
2.3 石 藉 碱 能 抑制 ACHN 细胞 增殖 

酶 标 仪 分 别 检测 第 0、24、48、72 h 实 验 组 和 对 照 组 
490 nm 处 吸光 度 (A 值 ) , 减 去 空白 对 照 组 平均 A 值 后 绘 
制 各 时 间 点 细胞 增殖 直方 图 。 实 验 组 加 药 处 理 后 24 h 
开始 出 现 统计 学 差异 ,5 pmol/L 石 蒜 碱 即 能 明显 抑制 肾 
癌 细 胞 增殖 (*P<0.05,**P<0.01; 图 1C)。 
2.4 石 蒜 碱 能 抑制 ACHN 细胞 迁移 .侵袭 

在 划 痕 愈合 实验 中 ,经 不 同 处 理 后 36 h, 正 常 对 照 组 
的 平均 迁移 上 距 离 为 划 痕 宽度 的 (45.56+2.6)% ,5 hmolL 
石 蒜 碱 处 理 组 平均 迁移 距离 为 划 痕 宽度 的 (24.49+ 
5.1)% ; 石 苇 碱 处 理 组 细胞 迁移 距离 明显 小 于 正常 对 照 
组 (P<0.01; 图 1D)。 
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图 1 石 藉 碱 对 ACHN 细 胞 凋 亡 \ 周 期 .增殖 和 迁移 能 力 能 力 的 影响 
Fig.1 Effect of lycorine on apoptosis (A), cell cycle distribution (B) proliferation (C) and migration (D) of ACHN 


cells. *P<0.05, **P<0.01. 


在 侵袭 实验 中 ,正常 对 照 组 穿 过 小 室 底 膜 的 细胞 数 
均值 为 32.543.1/ 视 野 ,石竹 碱 处 理 组 穿 过 底 膜 细胞 数 均 
值 为 6.25422.2/ 视 野 ; 实 验 组 细胞 数 明显 少 于 正常 对 照 组 
(P<0.01, 图 2A~C)。 


在 迁移 实验 中 ,正常 对 照 组 穿 过 小 室 底 膜 的 细胞 数 
均值 为 149.5 +11.9/ 视 野 , 石 蒜 碱 处 理 组 穿 过 底 膜 细胞 
数 均值 为 39.545.7/ 视 野 ; 处 理 组 细胞 数 明显 少 于 正常 对 
照 组 (P<0.001, 图 2D~F)。 
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图 2 石 藉 碱 对 ACHN 细胞 迁移 、 侵 效能 力 的 影响 
Fig.2 Lycorine suppressed invasion (4-C) and migration (D-F) of ACHN cells (Original magnification: x100). **P<0.01, ***p<0.001. 


2.5 克隆 形成 实验 本 没有 细胞 集落 形成 (0 pmol/L w 1 pmol/L, P<0.01; 
如 图 3A 所 示 ,正常 对 照 组 及 1 pmol/L 石 蒜 碱 处 理 。 0 umol/Lwvs 5 pmol/L,P<0.001;0 pmol/L vs 25 umolL， 

组 可 见 明 显 细 胞 集落 形成 ,5 hmolL 石 藻 碱 处 理 组 可 见 ”P<0.001, 图 3)。 

较 少 细胞 集落 形成 , 石 蒜 碱 浓度 达到 25 hmolL 时 基 


0 hmol/L 1 hmol/L 5 hmol/L 25 hmol/L 
B 
250 0 hmol/L 
量 ] umol/L 
g 200 9 5 pmol/L 
三 B25 hmol/L 3 不 同 浓度 石 藉 碱 对 ACHN 细胞 克隆 形 
ED 成 能 力 的 影响 
. Fig.3 Effect of lycorine on colony formation 
和 9 ability of ACHN cells. **P<0.01; ***p< 0.001 
过 vs 0 umol/L group. 
0 
2.6 qRT-PCR 2.7 Western blotting 
与 正常 对 照 组 相 比 ,实验 组 Survivin、Bcl-2 和 与 正常 对 照 组 相 比 ,实验 组 Survivin,Bcl-2,CyclinD1 


CylinD1 基因 表达 下 调 ,Bax .CDK4 及 CASP3 表 达 上 调 。 等 蛋白 水 平 降 低 ,Bax 和 CDK4 蛋白 表达 增加 ， 
(x*P<0.05,**P<0.01, 图 4A)。 caspase-3 变 化 不 显著 (*P<0.05,**P<0.01, 图 4B~D)。 
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图 4 石 蘑 碱 对 凋 亡 及 细胞 周期 相关 基因 及 蛋白 表达 的 影响 


CyclinD1 


"mm 


Fig.4 Changes of mRNA expressions (A, C) and protein levels (B) in ACHN cells following lycorine treatment. *P<0.05, 
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3 讨论 

目前 ,25%~40% 的 肾 癌 为 偶发 肾 癌 ,25%~30% 的 
病人 在 初次 诊断 时 就 已 经 发 生 了 明显 的 转移 ,部 分 病人 
发 生 了 亚 临 床 转移 。 手 术 是 治疗 肾 癌 的 主要 方法 ,对 于 
进展 期 凤 癌 ,以 白介素 -2 为 基础 的 细胞 因子 治疗 及 近年 
开展 的 对 向 治疗 有 一 定 的 疗效 ~。 由 于 肾 癌 对 放 、 化 疗 
均 不 敏感 ,促进 肾 癌 细胞 凋 亡 及 寻找 新 的 药物 一 直 是 人 研 
究 热 点 。 石 其 碱 是 石 苇 科 生物 碱 中 含量 最 丰富 的 生物 
碱 ,具有 广泛 的 生物 学 作用 。 已 有 的 研究 表明 , 石 蒜 碱 
具有 抗 炎 .干扰 疹 髓 灰质 炎 病 毒 `. 天 花 病毒 .SARS 病毒 
以 及 抗 真菌 . 抗 症 疾 等 作用 。 OO 
实 该 药 能 诱导 多 种 肿瘤 细胞 汕 亡 %* "中 。ACHN 细胞 
株 来 源 于 已 广泛 转移 的 睛 辣 病 人 的 胸腔 和 ! 液 ,是 肾 癌 体 
外 研究 常用 细胞 。 

本 实验 通过 流 式 细胞 仪 检测 发 现 低 浓度 石 其 碱 即 
能 诱导 ACHN 细胞 凋 亡 , 且 凋 亡 率 与 石 藉 碱 浓度 呈 剂 
量 依赖 性 (图 1A )。 且 qRTPCR 及 Western blotting 结 
果 均 发 现 , 与 正常 对 照 组 相 比 ,5 pmol/L 石 苇 碱 处 理 组 
Bcl-2 表 达 量 明显 降低 .Bax 表达 量 增加 ,Bax/Bcl-2 比 
率 增高 。Bcl-2 和 Bax 分 别 是 Bcl-2 和 蛋白 家 族 中 抑制 和 
促进 凋 亡 的 代表 分 子 。 李 燕 等 ”发 现 Bax/Bcl-2 是 石 其 


碱 诱导 肿瘤 细胞 凋 亡 的 重要 作用 靶 点 ,提高 Bax/Bc1-2 
的 比例 可 增强 caspase-8、caspase-9 和 caspase-3 的 活性 ， 
从 而 使 细胞 凋 亡 。 本 实验 与 此 相符 , 石 蒜 碱 可 能 通过 调节 
Bax/Bcl-2 比例 及 下 游 caspases 促 进 ACHN 细 胞 凋 亡 。 
此 外 ,本 实验 还 发 现 凋 亡 抑 制 和 看 白 Survivin 在 基因 
及 蛋白 水 平均 明显 降低 ,caspase-3 基因 转录 增加 ,而 
全 3 表达 量 无 显著 变化 。Survivin 是 近年 来 十 分 
受 关注 的 凋 亡 抑制 因子 ,而 caspase-3 是 凋 亡 过 程 中 最 
主要 的 终 末 前 切 酶 ,是 凋 亡 的 主要 “执行 者 。 胞 质 中 
的 caspase-3 在 正常 情况 下 以 失 活 的 酶 原形 式 存 在 , 细 
胞 凋 亡 信号 的 出 现 使 caspase-3 在 多 种 蛋白 水 解 酶 的 作 
用 下 ,发 生 裂解 而 活化 。Survivin 可 竞争 CDK4 ,进而 使 
细胞 从 G1 期 向 S 转 化 ,以 克服 凋 亡 。 另 外 ,Survivin 亦 
可 通过 抑制 线粒体 细胞 色素 C 的 释放 以 达到 直接 或 间 
接 抑 制 凋 亡 下 游 效 应 分 子 caspase-3 和 caspase-7, 并 以 
周期 调节 方式 和 对 纺锤 体 微 管 作用 ,促使 细胞 异常 有 丝 
分 裂 ,促进 肿瘤 进展 。qRTPCR 结果 显示 caspase-3 
mRNA 表达 增加 ,而 caspase-3 重 白水 平 变 化 不 明显 ,该 
现象 可 能 是 由 于 过 表达 的 caspase-3 在 调 亡 过 程 中 迅速 
裂解 活化 所 致 。 此 外 ,有 研究 发 现 Survivin 与 X 连 锁 凋 
亡 抑 制 蛋白 (XIAP) 的 复合 物 能 使 NF-kB 激活 增强 ,从 
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而 上 调 纤 连 蛋白 基因 (Fibronectin) 表 达 , 并 通过 B1- 整 合 
素 (B1l-integrins) 信 号 激活 细胞 运动 相关 激酶 如 黏着 斑 
激酶 (FAK) 和 FBXL20 和 蛋白 ,从 而 促进 肿瘤 细胞 运动 和 
转移 、，。 石 蒜 碱 可 能 通过 抑制 Survivin 和 蛋白 的 表达 而 
间接 抑制 ACHN 细 胞 的 附着 迁移、 侵袭 能 力 。 

男 外 ,本 实验 发 现 石 蒜 碱 能 将 ACHN 细胞 阻 济 于 
GowG1 期 ,并 抑制 ACHN 增 殖 。 与 Luo 等 “研究 发 现 石 蒜 
碱 能 增加 ARH-77 细 胞 GwG, 期 细胞 比例 ,能 诱导 多 发 
性 骨髓 瘤 细 胞 KM322 和 慢性 散人 性 白血病 细胞 K5622 在 
GwG, 期 阻 滞 相 一 致 。 而 刘 静 等 ”发 现 石 蒜 碱 可 以 将 人 
急性 早 幼 粒 白血病 细胞 (HL-60) 阻 断 在 GyM 期 ,这 可 
能 是 由 于 石 鞭 碱 对 不 同 细胞 系 在 周期 调节 中 机 制 并 不 
相同 。gqRT-PCR 及 Western blotting 结 果 均 显示 细胞 周 
期 素 D1(CyclinD1) 表 达 水 平 降低 ,而 细胞 周期 蛋白 依 
赖 性 激酶 4(CDK4) 表 达 增 加 。 细 胞 周期 素 DI1 
(CyclinDD) 能 控制 细胞 增殖 周期 G-S 进度 ,CDK4 也 与 
G1 期 发 展 相关 。G, 期 阻 滞 导 臻 ACHN 细胞 不 能 进入 S 
期 合成 DNA, 从 而 抑制 了 细胞 增殖 。 石 蒜 碱 可 能 通过 
改变 CyclinDVCDK4 比例 阻 滞 细 胞 周期 ,进而 抑制 
ACHN 细 胞 增殖 "*。 

综 上 所 述 , 我 们 首次 发 现 石 蒜 碱 能 阻 滞 ACHN 细 
胞 于 GwG, 期 , 且 抑 制 其 增殖 .迁移 .侵袭 能 力 , 并 诱导 其 
凋 亡 。 此 外 ,最 新 研究 发 现 石 蒜 碱 亦 具 有 抑制 骨 质 破坏 
的 作用 。 
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